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Serinske proteaze in njihovi endogeni zaviralci imajo pomembno vlogo v življenju vseh 
organizmov. Njihovo pravilno delovanje je ključnega pomena za kakovostno in pravilno 
delovanje celic. Majhna napaka lahko pusti trajne posledice na celici in organizmu.  
Zaviralci serinskih proteaz so nova skupina zdravilnih učinkovin v procesu zdravljenja rakavih 
bolezni. Spremenijo biokemične in morfološke značilnosti celic, kar lahko vodi v apoptozo. V 
sklopu predhodnih raziskav na naši fakulteti smo odkrili skupino molekul, ki so vplivale na 
proces apoptoze rakavih celic.  
Namen magistrske naloge je bil sintetizirati nove piperazin-1-karbohidrazidne zaviralce 
serinskih proteaz in s tem optimizirati lastnosti naših predhodnih spojin. Želeli smo izboljšati 
predvsem vodotopnost spojin, kar posledično lahko vpliva na njihovo biološko uporabnost, 
olajša pa tudi biokemijsko vrednotenje spojin in vitro. Končne spojine vsebujejo velik 
hidrofobni fragment (naftalenski obroč), benzamidoksimsko skupino in ustrezen piperazinski 
derivat, vezane na hidrazidno ogrodje.  
V šeststopenjski sintezni poti smo izhodno spojino najprej zaščitili z BOC-skupino ter jo s 
katalitskim hidrogeniranjem pretvorili do intermediata, na katerega smo pripeli ustrezen 
piperazinski derivat. Kasneje smo BOC-zaščito odstranili ter uvedli naftoilno skupino. V zadnji 
stopnji smo ciano skupino pretvorili v amidoksim, ki je znana oblika predzdravila za amidine. 
Zadnja stopnja nam je povzročala težave, saj reakcija po osnovnem predpisu ni potekla, tako 
da smo bili primorani iskati nove, alternativne poti. Prav tako smo spojine v šesti in po potrebi 
v peti sintezni stopnji očistili z gravitacijsko kolonsko kromatografijo.  
Uspešno smo sintetizirali štiri končne spojine. Istovetnost in čistost vseh intermediatov in 
končnih spojin smo ovrednotili in potrdili s tankoplastno kromatografijo, jedrsko magnetno 
resonanco, masno spektrometrijo, masno spektrometrijo visoke ločljivosti, z infrardečo 
spektroskopijo ter z določitvijo talilnega intervala. Vmesne in končne spojine smo poslali na 
nadaljnje biokemijsko vrednotenje na Katedro za klinično biokemijo.  
Spojine so pokazale obetavno zaviranje serinskih proteaz človeške nevtrofilne elastaze (HNE) 
in katepsina G (CatG) tako v manjši kot tudi v večji testirani koncentraciji. Serinsko proteazo 
proteinaza 3 (PR3) pa je zavirala le spojina 27.  
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Serine proteases and their endogenous inhibitors are very important for the life of all living 
organisms. Their proper functioning is crucial for the quality and proper functioning of the 
cells. A minor malfunction may have permanent, even fatal, effects on cells and the organism. 
Serine protease inhibitors are a new pharmacological group of active substances in the process 
of cancer treatment. They alter biochemical and morphological characteristics of the cell itself, 
which may lead to cell apoptosis. As part of previous research at our faculty, we discovered a 
group of molecules, which modulated the apoptosis of cancer cells. 
The purpose of my master's thesis was to synthesize new piperazine-1-carbohydrazide 
derivatives as serine protease inhibitors, thereby optimizing the properties of previously 
reported compounds. In particular, we tried to improve the water solubility of compounds, 
which in turn may affect their bioavailability as well as facilitate the biochemical evaluation of 
the compounds in vitro. Final compounds contain a large hydrophobic fragment (naphthalene 
ring), benzamidoxime group and suitable piperazine derivative, attached to the hydrazide 
scaffold. 
In the six-step synthetic pathway, the starting compound was first protected with a BOC group 
and converted with catalytic hydrogenation to the intermediate, to which the piperazine 
derivative was attached. Subsequently, the BOC protection was removed and the naphthoyl 
group was introduced. In the last step, the cyano group was converted to amidoxime, which is 
a known prodrug form of amidines. The last synthetic step caused us some problems, because 
the reaction did not proceed as planned. We were forced to look for a new, alternative approach. 
Also, compounds in the sixth and, if necessary, in the fifth synthetic step were purified by 
gravity column chromatography. 
We successfully synthesized four final compounds. The identity and purity of all intermediates 
and final compounds were evaluated and confirmed by thin layer chromatography, nuclear 
magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry, high resolution mass spectrometry, 
infrared spectroscopy and melting range determination. Intermediates and final compounds 
were sent for further biological evaluation to the Chair of Clinical Biochemistry. 
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The tested compounds showed promising inhibition of serine proteases human neutrophil 
elastase (HNE) and cathepsin G (CatG) in both, lower and higher, tested concentration. 
However, serine protease proteinase 3 (PR3) was only inhibited by compound 27. 
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1.1. Serinske proteaze in zaviralci serinskih proteaz 
 
1.1.1. Serinske proteaze 
Serinske proteaze predstavljajo eno tretjino vseh znanih proteoliznih encimov. Na njihovo 
pomembnost za organizme kaže dejstvo, da jih najdemo v vseh kraljestvih živih bitij. Pri 
ljudeh so udeležene v različnih procesih, kot na primer pri strjevanju krvi, znotrajceličnem 
signaliziranju, apoptozi, imunskem odgovoru in drugih procesih (1, 2). 
Serinske proteaze so dobile svoje ime po nukleofilnem serinskem ostanku v aktivnem mestu 
encima in mehanizmu delovanja, to je hidrolizi proteinov. V njihovem aktivnem mestu 
najdemo tako imenovano katalitično triado, ki jo sestavljajo tri aminokisline. Serin, prva 
aminokislina, je zaradi nukleofilnega značaja svoje hidroksilne skupine odgovoren za 
cepitev peptidne vezi. V mehanizmu, kot druga aminokislina, sodeluje tudi donor protona, 
kar po navadi predstavlja bazičen histidinski ostanek. Tretji aminokislinski ostanek je 
najverjetneje odgovoren za stabilizacijo potrebne orientacije imidazolnega obroča histidina. 
Slednjo nalogo navadno prevzame aspartat, lahko tudi dodatni histidin (1, 2). 
Večina serinskih proteaz pripada družini endoproteaz (hidroliza vezi poteče na nekončni 
aminokislini, znotraj molekule), vendar najdemo predstavnike tudi v družini eksoproteaz 
(hidroliza poteče na končni, terminalni aminokislini) (1, 2). Aktivne so pri nevtralnem in 
alkalnem pH-mediju (optimalen pH = 7–11), medtem ko se njihove izoelektrične točke 
gibljejo med pH = 4–6. Molekulske mase serinskih proteaz se gibljejo med 18–35 kDa (3).  
Mehanizem delovanja serinskih proteaz je dvostopenjska reakcija hidrolize. V prvem koraku 
z adicijo aminokislinskega ali peptidnega fragmenta nastane kovalentno vezan intermediat 
encim-peptid (poteče acilacija). V drugi stopnji pa sledi deacilacijski proces z nukleofilnim 
napadom vode na intermediat, čemur sledi hidroliza peptida (3, 4). Reakcija hidrolize je 
predstavljena na sliki 1.  
  
 




Slika 1: Na sliki je prikazana dvostopenjska reakcija hidrolize. V prvi stopnji poteče proces acilacije. 
Pride do vezave substrata v aktivno mesto encima (a) pri čemer nastane tetraedrični intermediat (b), 
ki je posledica nukleofilnega napada serina na karbonilni del peptida. Nastane intermediat encim-
peptid (c). V drugi, deacilacijski stopnji voda kot nukleofil reagira s prej nastalim intermediatom (d), 
kar vodi v nastanek novega tetraedričnega intermediata z dušikom ali histidinom (e). Sledi hidroliza 
peptida (f) (prirejeno po viru 4). 
 
Ugotovili so, da so se skozi evolucijo serinske proteaze razvile v najbolj bogato in 
funkcionalno najbolj raznoliko skupino proteoliznih encimov. Klasifikacija MEROPS jih 
glede na mehanizem katalize deli v 13 klanov in 40 družin (1, 2).  
Večina serinskih proteaz v človeškem telesu spada v največjo družino proteaz S1 oziroma v 
tako imenovano kimotripsinsko družino. Vse proteaze v skupini S1so endoproteaze (1, 2). 
Poznamo tri glavne tipe aktivnosti znotraj družine S1, in sicer: tripsinska (cepitev vezi 
amidnega substrata lizina ali arginina), kimotripsinska (cepitev vezi aromatskih aminokislin 
– fenilalanin, tirozin, triptofan) ter elastazna (cepitev vezi aminokislin s kratko verigo – 
alanin) aktivnost (4). 
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 1.1.2. Zaviralci serinskih proteaz 
Serinske proteaze in njihovi endogeni peptidni zaviralci veljajo za enega izmed najbolj 
raziskanih modelov interakcij med encimi in polipeptidnimi zaviralci (5, 6). Njihova glavna 
naloga je regulacija proteolizne aktivnosti proteaz ter v nujnih primerih njihovo popolno 
blokiranje. Zaviralci serinskih proteaz spadajo v skupino kompetitivnih zaviralcev. Z encimi 
tvorijo komplekse v razmerju 1 : 1. Sterično ovirajo ali preprečijo dostop substratov do 
katalitičnih mest ter tako onemogočijo aktivnost encimov (7). 
Glede na način zaviranja polipeptidne zaviralce serinskih proteaz razdelimo v tri skupine, in 
sicer: kanonski, nekanonski zaviralci ter serpini. Prikaz primerov kompleksov serinskih 
proteaz s polipeptidimi zaviralci so prikazani na sliki 2 (5, 6). 
 
 
Slika 2: Prikaz primerov kompleksov serinskih proteaz s polipeptidnimi zaviralci: kompleks 
CMTI:tripsin predstavlja kompleks kanonskega zaviralca in encima; kompleks ornitodorin:trombin 
predstavlja kompleks nekanonskega zaviralca in encima ter kompleks α-1 antitripsin:tripsin 
predstavlja kompleks serpina in encima. Rdeče so na sliki označeni vezavna zanka in P1 del verige 
CMTI in α-1 antitripsina ter N-terminalni del ornitodorina. Sekundarna mesta vezave pri 
ornitodorinu so obarvana oranžno. Modra (β-strukture) in zelena (α-strukture) pa predstavljata 
sekundarne strukturne elemente (prirejeno po viru 6). 
 
Za kanonske zaviralce (oziroma standardni mehanizem delovanja zaviralcev) je značilno, 
da se vežejo na encim z odkrito konveksno vezavno zanko, ki se popolnoma prilega 
aktivnemu mestu encima. Tako kanonski zaviralec prepreči dostop substratu ter deluje kot 
idealni zaviralec (6). Nastali kompleks je zelo stabilen in do njegove cepitve navadno ne 
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pride (8). Podrobnejši mehanizem delovanja kanonskih zaviralcev je prikazan na sliki 3. 
Kanonski zaviralci so relativno majhni proteini z 27–200 aminokislinskimi ostanki (6). 
 
 
Slika 3: Prikaz mehanizma delovanja kanonskih zaviralcev. Vezavna zanka kanonskega zaviralca je 
stabilizirana s številnimi disulfidnimi mostički. Kanonski zaviralec z aktivnim mestom encima tvori 
številne vodikove vezi (prirejeno po viru 7). 
 
Nekanonski zaviralci se z N-koncem prilagajajo encimu ter tvorijo β-ravnino, medtem ko 
se C-konec z ionskimi interakcijami veže v aktivno mesto proteaze. Za nekanonske zaviralce 
so značilne sekundarne interakcije s tarčnimi proteazami izven aktivnega mesta. Te 
pripomorejo k jakosti in hitrosti vezave ter specifičnosti prepoznavanja (5). Podrobnejši 
mehanizma delovanja nekanonskih zaviralcev je prikazan na sliki 4. Nekanonski zaviralci 
so udeleženi v procesu tvorjenja krvnega strdka. Njihova struktura in sama kinetika tvorbe 
interakcij s proteazami sta slabo raziskani (6).  
 
 




Slika 4: Prikaz mehanizma delovanja nekanonskih zaviralcev. N-terminalni konci se prilegajo 
encimu in tvorijo β-ravnino, med tem ko se C-terminalni konci s številnimi ionskimi interakcijami 
vežejo v vezavno mesto (prirejeno po viru 7). 
 
Serpini (serine proteinase inhibitors) veljajo za strukturno in funkcionalno zelo raznoliko 
skupino proteinov. Podobno kot kanonski zaviralci s tarčno proteazo reagirajo s 
posnemanjem substrata. Serpini delujejo kot samomorilski substrati. Zanje je značilna 
fleksibilna peptidna zanka. Znano je, da je za sam potek reakcije z encimom 
najpomembnejša predhodna sprememba konformacije zaviralca, vendar podroben opis 
mehanizma delovanja serpinov še ni znan. Vemo, da najprej pride do nekovalentne vezave 
serpina na tarčni encim. Nukleofilni napad serina v aktivnem mestu na peptidno vez serpina 
povzoči tvorbo kovalentne vezi. Sledi sprememba konformacije zaviralca v obliko, ki 
poveča stabilnost nastalega kompleksa (5, 9) in onemogoči hidrolizo kovalentne vezi med 
encimom in serpinom. Mehanizem delovanja serpinov je prikazan na sliki 5. Serpini so 
relativno veliki s 350–500 aminokislinskimi ostanki in se večinoma nahajajo v človeški 
plazmi. Pomembna lastnost serpinov je tudi njihova zmožnost vezanja različnih proteaz in 
neproteaznih ligandov. Z vezavo ligandov na serpine vplivamo na njihovo aktivnost. 
Mutacije serpinov vodijo do številnih resnih genetskih bolezni (6, 9).  
 




Slika 5: Prikaz mehanizma delovanja serpinov. Mehanizem ni povsem znan, a vemo, da delujejo kot 
samomorilski substrati. Pride do vezave med serpinom (na sliki označeno kot S) ter proteazo (na sliki 
označeno kot E). S-E predstavlja nekovalentni kompleks, S-E΄ predstavlja intermediat pred 
nastankom ireverzibilno vezanega kovalentnega kompleksa. S-E* predstavlja stabilen kompleks med 
zaviralcem serinskih proteaz in proteazo, S* pa predstavlja odcepljen zaviralec (prirejeno po viru 9). 
 
1.2. Apoptoza 
Apoptoza (fiziološka, regulirana celična smrt) je naraven fiziološki proces uničenja celic. 
Nujna je za normalen razvoj in delovanje večceličnih organizmov. Nepravilnosti v nadzoru 
celične smrti lahko vodijo do številnih bolezni; predvsem rakavih, avtoimunih in 
degenerativnih obolenj (10, 11).  
Ključna pot apoptoze je aktivacija encimov, imenovanih kaspaze. Kaspaze poskrbijo za 
aktivacijo nukleaz, ki razgrajujejo DNA. Aktivacija kaspaz je odvisna od ravnovesja med 
tako imenovanimi proapoptotičnimi in antiapoptotičnimi molekulami. Kaspaze se lahko 
aktivirajo po ekstrinzični (zunajcelična ali tako imenovana pot receptorja smrti) in intrinzični 
(znotrajcelična ali tako imenovana mitohondrijska pot) poti. Poti se med seboj lahko križata, 
vendar delujeta pod različnimi pogoji, vključene so različne molekule (12, 13). Grafični 
prikaz intrinzične in ekstrinzične poti apoptoze je prikazan na sliki 6. 
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Pri mitohondrijski poti je smrt celice pogojena s prepustnostjo mitohondrijev. Dve 
proapoptotični molekuli Bax in Bak sta odgovorni za tvorbo kanalčkov, skozi katere 
mitohondrijske beljakovine (npr. citokrom C) uhajajo v citosol celice. Rezultat prihoda 
citokroma C v citosol je aktivacija kaskade kaspaz (predvsem kaspaze 9), ki vodi do 
fragmentacije jedra. Če celica vsebuje rastne dejavnike, ki spodbujajo preživetje celice, se 
začne sinteza antiapoptotičnih molekul Bcl-2 in Bcl-xL. Slednji molekuli zavirata delovanje 
molekul Bax in Bak. Glede na razmerje med proapoptotičnimi in antiapoptotičnimi 
molekulami se vzpostavi oziroma poruši ravnovesje v celici. V primeru porušitve ravnovesja 
sledi celična smrt (13). 
Pri mnogih celicah opazimo izražanje površinskih molekul, ki jih imenujemo receptorji 
smrti, ki sprožijo apoptozo. Primer receptorjev smrti sta družini receptorjev dejavnika 
tumorske nekroze tipa I (TNF tip I) ter Fas. Slednji se izraža predvsem na aktiviranih 
limfocitih T. Pride do premreženja z ligandom ter vezave kaspaz (predvsem kaspaze 8). 
Sproži se kaskada kaspaz (13, 14). 
Za odmrle celice, ki sproščajo različne topne dejavnike, hitro poskrbijo fagociti. To prepreči 
nastanek sekundarnih poškodb membrane ter nadaljnje vnetje (13). 
 
 
Slika 6: Prikaz apoptoze – intrinzične oziroma mitohondrijske poti in ekstrinzične oziroma poti 
receptorja smrti (prirejeno po viru 13). 
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Nepravilnosti v regulaciji apoptoze so pomemben del patogeneze raka (15). Novejše 
raziskave dokazujejo, da imajo nekatere serinske proteaze pomembno vlogo v samem 
pričetku in kasnejšem poteku apoptoze. Mehanizem njihovega delovanja ni dokončno 
raziskan, vendar so serinske proteaze validirane tarče pri iskanju zdravilnih učinkovin. 
Znano je, da serinske proteaze in njihovi zaviralci (predvsem serpini) lahko delujejo kot 
proapoptotične in antiapoptotične molekule. Učinkovine lahko vplivajo na morfološke 
spremembe celice, spremembo membranskega potenciala mitohondrija in tudi na molekulo 
DNA. Tako spremenijo biokemične in morfološke značilnosti celice, kar vodi v propad in 
apoptozo celice (10, 16).  
1.3. Zaviralci serinskih proteaz v procesu apoptoze   
Glavna želja znanstvenikov pri načrtovanju novih molekul je doseganje selektivne 
citotoksičnosti in specifične vezave oziroma delovanja na tarčne molekule. Znano je, da se 
pri določenih rakavih obolenjih poveča aktivnost serinskih proteaz v telesu. Tako se stroka 
usmerja v iskanje novih (ne)selektivnih zaviralcev serinskih proteaz, predvsem za 
zdravljenje tumorjev, odpornih na obstoječo kemoterapijo (10, 16).  
Znani zaviralci serinskih proteaz povzročijo hitro aktivacijo kaskade kaspaznih proteaz, kar 
vodi v specifično razgradnjo znotrajceličnih proteinov DNA. Vplivajo predvsem na 
proteasomsko pot, ki je sicer odgovorna za aktivacijo transkripcijskega dejavnika NFκB 
(10,16).  
Proteasomi so proteinski kompleksi, katerih glavna naloga je razgradnja poškodovanih, 
odvečnih in nepotrebnih proteinov. Vplivajo na življenjski cikel celice ter apoptozo in so 
tako pomembna tarča pri načrtovanju protirakavih učinkovin.  Proteasom je sestavljen iz 
sredice, ki s procesom protolize razgradi protein v manjše peptide. V sredici se nahajajo tri 
specifične aktivne podenote, ki so poimenovane po encimih z podobno proteolitsko 
aktivnostjo oziroma specifičnostjo. Gre za kimotripsinsko, tripsinsko in kapsazno podenoto. 
Proteasomi prepoznajo proteine označene z majhnim peptidom ubikvitinom, katerega na 
tarčne proteine kovalentno pripne kaskada encimov. To imenujemo ubikvintinska 
proteasomska pot. Zanjo je značilna substratna specifičnost (17). 
Dokazano je, da je transkripcijski dejavnik NFκB  prekomerno izražen pri vrsti rakavih 
celic,da vpliva na preživetje rakavih celic ter s tem zmanjšuje učinkovitost samega 
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zdravljenja. NFκB se v normalnih okoliščinah izloči v citoplazmo in zaradi inhibitornega 
proteina IκB postane neaktiven. 
Proteasomi pa razgradijo inhibitorni protein IκB ter tako dopustijo, da se dimer NFκB 
prestavi v jedro celice. Tam poskrbi za začetek prepisovanja od NFκB odvisnih genov, kar 
vodi v hitrejši razrast celic, tudi rakavih. Z načrtovanjem učinkovin, ki zavirajo delovanje 
proteasomov tako preprečimo premik NFκB v jedro celice in posledično hiter in 
neadzorovan razrast rakavih celic (17) 
V procesu iskanja novih neselektivnih zaviralcev serinskih proteaz so se raziskovalci 
osredotočili predvsem na proapoptotične molekule, na Fakulteti za farmacijo zlasti na 
molekule z azafenilalaninskim delom in derivate 1,4-benzoksazina (primer spojine na sliki 
7). Večina molekul je bila prvotno načrtovana kot peptidomimetični antitrombotiki. 
Molekule z azafenilalaninskim delom so bile uspešne v procesih testiranja citotoksičnosti,  
hkrati pa so se pojavile težave z njihovo vodotopnostjo. Spojine z 1,4-benzoksazinskim 
delom niso imele citotoksičnega delovanja (16).  
Domnevajo, da so za citotoksičen učinek azafenilalaninov poleg vodikovih vezi ter π-π 
interakcij velikega hidrofobnega naftalenskega obroča  pomembne tudi interakcije 
benzamidoksimske skupine, stranki obroč pa je zlasti pomemben za selektivnost spojin (10).  
 
Slika 7: Struktura spojine z azafenilalaninskim delom. Spojina je na predhodnih raziskavah na 
Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani pokazala citotoksični učinek. Prikazana spojina ter 
spojine sintetizirane v isti in vseh nadaljnjih serijah služi kot osnova pri načrtovanju splošne strukture 
željenih spojin pripravljenih v sklopu magistrske naloge (povzeto po viru 16).     
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2. NAMEN IN NAČRT DELA 
 
V sodobnem svetu je pojavnost rakavih obolenj vse večja, zato si znanstveniki prizadevajo 
odkriti nove zdravilne učinkovine in nove farmakološke tarče, ki bi lahko pomagale pri 
zdravljenju bolezni. Med novejše učinkovine uvrščamo tudi zaviralce serinskih proteaz. V 
sklopu magistrske naloge želimo raziskati učinek uvedbe bolj polarnih piperazinskih 
fragmentov v azafenilalaninski seriji spojin, predhodno sintetiziranih na Fakulteti za 
farmacijo. S tem bomo pripravili piperazin-1-karbohidrazidne derivate, ki jih bomo 
ovrednotili kot zaviralce različnih serinskih proteaz, vključenih v proces apoptoze.  
Pri načrtovanju naših spojin bomo uporabili rezultate predhodnih raziskav na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Izhajali bomo iz azafenilalaninskih derivatov, 
predstavljenih v uvodu. Glede na to, da so najmočnejše zaviralno delovanje in selektivnost 
imeli benzamidoksimi in spojine, ki so na drugem dušiku hidrazinskega dela imele vezano 
2-naftoilno skupino, smo se odločili, da bomo pri sintezi novih derivatov spremenili manjši 
ciklični fragment, ki je bil v originalnih spojinah derivat azepina oziroma piperidina. Na sliki 
8 je predstavljena splošna struktura načrtovanih spojin z označenimi strukturnimi fragmenti, 
ki so pomembni za vezavo v aktivno mesto serinskih proteaz in ključni za aktivnost spojin.  




Slika 8: Splošna struktura načrtovanih spojin z označenimi pomembnejšimi deli.  
 
Velik hidrofobni naftalenski obroč je nujen za pričetek procesa apoptoze ter posledično 
citotoksični učinek spojin (10). Dodatne funkcionalne skupine na naftalenskem obroču ne 
prispevajo k dodatno povečani jakosti delovanja končnih spojin, zamenjava s substituiranim 
benzenom ali uvedba heteroaromatov zmanjša samo jakost delovanja (16). Zato bomo 
naftalenski del ohranili nespremenjen. Prav tako ne bomo spreminjali razdalje med 
naftalenskim in benzamidoksimskim delom, ki je za ta tip spojin optimalna (18). 
Pomembno pa bomo vplivali na lastnosti spojin s spremembami na mestu R, kjer bomo 
uvedli različne piperazinske derivate, ki sodijo med fragmente, pogoste v zdravilnih 
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učinkovinah (10). Piperazinski fragment namreč podobno kot morfolin izboljša fizikalno-
kemijske lastnosti spojin, zlasti njihovo vodotopnost.  
Izhodno spojino (4-formilbenzonitril (1)) bomo najprej pretvorili v hidrazon, nastalo spojino 
pa s katalitičnim hidrogeniranjem v terc-butil 2[(4-cianofenil)metiliden]-1-
hidrazinkarboksilat (4), ki bo izhodna spojina za vse nadaljnje sintezne stopnje. Na  osnovno 
ogrodje bomo s pomočjo trifosgena vezali ustrezne piperazinske derivate (njihove strukture 
so predstavljene z R v reakcijski shemi 1). Nato bomo odstranili BOC-zaščito z drugega 
dušika in pripeli naftoilni fragment. V zadnji stopnji bomo ciano skupino pretvorili v 
amidoksim in pripravili produkte, predstavljene na sliki 8. Celoten potek sinteze je prikazan 
na reakcijski shemi 1. 
Sintetizirane učinkovine bodo na Katedri za klinično biokemijo Fakultete za farmacijo, 












   
Reakcijska shema 1: Načrtovana sintezna pot z ustreznimi reagenti: a) NH2NHCOOC(CH3)3, EtOH, 
refluks, 3 h, b) H2/Pd/C, MeOH, 4 h, c) trifosgen, DIEA, ustrezen piperazinski derivat, CH2Cl2, 1 h, 
d) CF3COOH, CH2Cl2, 2 h, e) 2-naftoil klorid, DIEA, CH2Cl2, 1–3 dni, f) NH2OH × HCl, K2CO3, 
EtOH, refluks, 1 dan  
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1. Materiali in oprema 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabili topila in kemikalije sledečih proizvajalcev: Acros 
Organics, Alkaloid, Kemika, Maybridge, Merck, Sigma Aldrich, Tokyo chemical industry.  
Uporabili smo jih brez predhodnega čiščenja oziroma predpriprave. Predhodno smo 
pripravili le hidroksilamin, vendar ga zaradi neuspelih reakcij, opisanih v nadaljevanju, pri 
sintezi končnih derivatov nismo uporabili. 
Pri delu smo uporabili standardno laboratorijsko opremo, in sicer: Rotavapor R-205 s 
črpalko Büchi Vac ® V-500 in Büchi Rotavapor R-114 s črpalko Vacuubrand PC 3001, 
tehtnico Kern EG220-3NM, analizno tehtnico Mettler Toledo AG245, UV-detektor 
CAMAG UV-cabinet II (λ = 254 nm / 366 nm), magnetna mešala IKA ® RCT basic 
IKAMAG in steklovino različnih proizvajalcev. 
3.2. Metode 
 
3.2.1. Računalniške metode 
Za risanje in ustrezno poimenovanje struktur po IUPAC ter reakcijskih shem smo uporabili 
računalniški program ChemBioDraw Professional 16.0 proizvajalca Cambridge Soft.  
3.2.2. Kromatografske metode 
Pri spremljanju potega reakcije ter čiščenju vmesnih produktov in končnih spojin smo si 
pomagali z naslednjima kromatografskima metodama: tankoplastno kromatografijo (TLC) 
in gravitacijsko kolonsko kromatografijo. 
3.2.2.1. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Tankoplastno kromatografijo (TLC) smo uporabili pri spremljanju poteka reakcij, 
identifikaciji spojin, iskanju primerne mobilne faze za kolonsko kromatografijo ter pri 
spremljanju poteka kolonske kromatografije ter določanju frakcij, v katerih je želena spojina. 
Uporabili smo standardne TLC-ploščice proizvajalca Merck (silikagel na aluminiju, F254, 
0,25 mm). Najpogosteje smo kot mobilno fazo uporabili zmes etilacetata in heksana v 
različnih razmerjih (najpogosteje EtOAc : Hex = 1 : 1) ter čisti etilacetat. Pri sami detekciji 
smo si pomagali z UV-svetilko valovne dolžine 254 nm in z orositvenima reagentoma 
ninhidrin in 2,4-dinitrofenilhidrazin.  
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Spojine smo ovrednotili z retencijskim faktorjem (Rf), ki ga izračunamo kot količnik med 
središčem lise, ki pripada naši spojini, in zgornjo doseženo črto mobilne faze. 
3.2.2.2. Gravitacijska kolonska kromatografija 
Gravitacijsko kolonsko kromatografijo smo uporabili pri čiščenju vmesnih produktov ter 
končnih spojin. Velikost kolone smo izbrali na podlagi mase vzorca, ki smo ga želeli očistiti. 
Kot stacionarno fazo pri kolonski kromatografiji smo uporabili silikagel proizvajalca Merck 
(velikost delcev 0,040–0,063 mm). Kot mobilno fazo pa smo uporabili zmes etilacetata in 
heksana v različnih razmerjih, zmes etilacetata in metanola v različnih razmerjih ter čisti 
etilacetat (točna sestava mobilnih faz je navedena pri posameznih reakcijah). Za določevanje 
čistosti spojin v posameznih frakcij smo si pomagali s tankoplastno kromatografijo, UV-
svetilko (λ = 254 nm) in orositvenim reagentom (ninhidrin). 
 
3.2.3. Spektroskopske metode 
Pri identifikaciji vmesnih produktov in končnih spojin smo uporabljali naslednje 
spektroskopske metode: jedrsko magnetno resonanco (NMR: 1H-NMR, 13C-NMR), masno 
spektrometrijo (MS), masno spektrometrijo visoke ločljivosti (HR-MS) in infrardečo 
spektroskopijo (IR).  
Vse analize so bile izvedene na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. 
3.2.3.1. Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Meritve jedrske magnetne resonance smo posneli na Bruker Avance III 400 pri 400 MHz. 
Kot topilo smo uporabljali devteriran dimetilsulfoksid (DMSO-d6) ali devteriran kloroform 
(CDCl3). Interni standard pri analizah je bil TMS. Pridobljene 
1H- in 13C-spektre smo 
obdelali s pomočjo programa MestReNova proizvajalca Mestrelab Research. 
S pomočjo kemijskih premikov (δ) in sklopitvenih konstant (J), izračunanih iz samih 1H- in 
13C-spektrov, smo potrdili strukturo spojin. 
3.2.3.2. Masna spektrometrija (MS), masna spektrometrija visoke ločljivosti ( HR-MS) 
Masne spektre (MS) vmesnih produktov in masne spektre visoke ločljivosti (HR-MS) 
končnih spojin smo posneli na spektrofotometru Advion expression CMLS (ESI-metoda) 
oziroma na spektrofotometru ExactiveTM Plus Orbitrap MassSpectrometer (ESI-metoda). 
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3.2.3.3. Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR-spektre smo posneli na spektrofotometru Thermo Nicolet Nexus 470 ESP FT-IR. 
Uporabili smo metodo oslabljene popolne odbojnosti (ATR). 
 
3.2.4. Določanje temperature tališča 
Temperature tališč oziroma talilne intervale vmesnih produktov in končnih spojin smo 
določili na Kofflerjevem mikroskopu z ogrevalno mizico proizvajalca Leica. 
 
3.2.5. Priprava hidroksilamina 
 
 
Reakcijska shema 2: Reakcija nastanka hidroksilamina 
 
 
Pri pretvorbi ciano skupine v amidoksim smo si pomagali s hidroksilaminom, ki smo ga 
predhodno pripravili iz natrija (5,75 mg, 0,25 mmol)  in brezvodnega EtOH (100 mL). 
Raztopino natrijevega etanolata smo po kapljicah med mešanjem dodajali v etanolno 
raztopino hidroksilamonijevega klorida (17,4 g, 25,1 mmol). Po končani reakciji smo nastali 
NaCl odfiltrirali s presesavanjem ter sprali z malo brezvodnega EtOH. Filtrat smo ohladili 
na –18 °C in pustili, da izkristalizira. Produkt smo odfiltrirali s presesavanjem in posušili. 
Shranili smo ga v elermajerici z obrusom, zaščiteni s parafilmom v zamrzovalniku. 
  




4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1. Sinteza terc-butil 2-(4-cianobenzilden)-1-hidrazin karboksilata 
V 100-mililitrsko bučko smo natehtali 4-formilbenzonitril (1) (7,50 g, 57,2 mmol) ter terc-
butilkarbazat (2) (7,50 g, 56,7 mmol). Dodali smo brezvodni EtOH (62,5 mL) in na oljni 
kopeli pri temperaturi vrelišča  mešali tri ure. Produkt smo oborili z vodo. Nastalo zmes smo 
odfiltrirali s presesavanjem in posušili na zraku. 
Reakcijska shema prve sintezne stopnje je prikazana na reakcijski shemi 1 na strani 13. 
 
Spektroskopski podatki spojine 3 (terc-butil 2-(4-cianobenzilden)-1-hidrazin karboksilat):  
molekulska formula: C13H15N3O2; molekulska masa: 245,28 g/mol; videz spojine: bel prah; 
izkoristek η: 90,1 %; retencijski faktor Rf: 0,71 (Mf = EtOAc); tališče spojine: 142–144 °C; 
1H NMR (400 Hz, DMSO-d6): δ = 1,48 (s, 9 H, (CH3)3), 7,78 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H), 
7,86 (d, 2 H, J = 6,8 Hz, Ar–H), 8,04 (s, 1 H, Ar–CH), 11,17 (s, 1 H, NH) ppm; MS [(M–
H)-]: teoretično: 244,3, izmerjeno: 244,2; IR (cm-1): 3291, 2997, 2227, 1699, 1528, 1502, 
1460, 1365, 1250, 1145, 1058, 854, 833, 771, 613, 551. 
4.2. Katalitsko hidrogeniranje do terc-butil 2-(4-cianobenzil)-1-
hidrazinkarboksilata 
V 500-mililitrsko troglavo bučko smo natehtali spojino 3 (22,0 g, 86,7 mmol) ter jo raztopili 
v MeOH (400 mL). Raztopino smo prepihali z argonom, dodali 1,20 g katalizatorja (10-
odstotnega Pd/C) ter ponovno prepihali reakcijsko zmes z argonom. Ko smo v bučki 
zagotovili inertno argonovo atmosfero, smo začeli z uvajanjem vodika preko jeklenke pri 
sobni temperaturi in tlaku 10 bar. Potek reakcije smo spremljali s TLC. Ko smo presodili, 
da je reakcija potekla, smo raztopino ponovno prepihali z argonom. Katalizator smo 
odfiltrirali s presesavanjem. MeOH smo odparili pod znižanim tlakom. 
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Spektroskopski podatki spojine 4 (terc-butil 2[(4-cianofenil)metilden]-1-
hidrazinkarboksilat): molekulska formula: C13H17N3O2; molekulska masa: 247,29 g/mol; 
videz spojine: trdna sivkasta spojina; izkoristek η: 97,8 %; retencijski faktor Rf: 0,73 (Mf = 
EtOAc); tališče spojine: 60–62 °C; 1H NMR (400 Hz, DMSO-d6): δ = 1,36 (s, 9 H (CH3)3), 
3,96 (m, 2 H, Ar–CH2), 5,02 (d, 1 H, J = 4,0 Hz, –NH), 7,52 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H), 7,76 
(d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 8,27 (s, 1 H, CO–NH) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 246,3, 
izmerjeno: 246,2; IR (cm-1): 3360, 3233, 2987, 2226, 1680, 1482, 1367, 1282, 1254, 1159, 
1096, 818, 547. 
4.3. Uvajanje piperazinskih derivatov 
V 100-militrsko bučko smo natehtali 1,30 g trifosgena (4,40 mmol), ga raztopili v 10 mL 
CH2Cl2 ter ga postavili na ledeno kopel (argonova atmosfera!). Po kapljicah smo med 
konstantnim mešanjem dodajali spojino 4 (2,50 g, 10,1 mmol), ki smo jo predhodno raztopili 
v 40 mL CH2Cl2 ter dodali 2 mL DIEA. Po dodatku celotne raztopine smo reakcijo odstavili 
z ledene kopeli ter nadaljevali z mešanjem pri sobni temperaturi. Po 30 min smo v reakcijsko 
zmes dodali 1,5-kratni prebitek ustreznega piperazinskega derivata (sekundarni amin) 5, 6, 
7, 8, 9 (preglednica I). Po eni uri mešanja smo odparili topilo ter preostanek raztopili v 80 
mL EtOAc. Ekstrahirali smo z 2 × 25 mL 10-odstotne citronske kisline, 25 mL nasičene 
raztopine NaHCO3 in 25 mL H2O. Organsko fazo smo sprali še z nasičeno raztopino NaCl 
ter sušili z Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo odparili EtOAc in preostanku dodali približno 
10 mL Et2O ter postavili v zamrzovalnik čez noč. Naslednji dan smo produkt odfiltrirali s 
presesavanjem (spojine 10, 11, 12, 13, 14). 
Reakcijska shema tretje sintezne stopnje ter spojine 10, 11, 12, 13 in 14 so prikazane na 
reakcijski shemi 1 na strani 13. 
 
Preglednica I: Uporabljeni piperazinski derivati 
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4.4. Odstranitev BOC-zaščite 
 
V 100-mililitrski bučki, opremljeni s klor-kalcijevo cevko (zagotavljanje brezvodnih 
pogojev), smo celotno količino spojine 10, 11, 12, 13, 14 raztopili v 5 mL CH2Cl2 in dodali 
3 mL CF3COOH. Po dveh urah mešanja smo reakcijski zmesi dodali 30 mL CH2Cl2. Sledila 
je ekstrakcija z 1M NaOH (3× 30 mL). Organsko fazo smo sprali še z NaCl (30 mL) in sušili 
z Na2SO4. Pod znižanim tlakom smo odparili CH2Cl2 (spojine 15, 16, 17, 18, 19). 
Reakcijska shema četrte sintezne stopnje ter spojine 15, 16, 17, 18 in 19 so prikazane na 
reakcijski shemi 1 na strani 13. 
4.5. Pripenjanje naftoilne skupine 
 
V 50-mililitrski bučki smo celotni količini spojini 15, 16, 17, 18, 19 dodali 10 mL CH2Cl2 
in 1 mL DIEA. Med mešanjem smo v reakcijsko zmes dodali še 1,5-kratno prebitno količino 
2-naftoilklorida. Reakcijsko zmes smo mešali 1-3 dni pri sobni temperaturi. Pod znižanim 
tlakom smo odparili topilo in preostanek raztopili v 30 mL CH2Cl2. Ekstrahirali smo z 2 × 
25 mL 10-odstotne citronske kisline, 25 mL nasičene raztopine NaHCO3 in 25 mL H2O. 
Organsko fazo smo sprali še z nasičeno raztopino NaCl ter sušili z Na2SO4. Pod znižanim 
tlakom smo odparili CH2Cl2, preostanku dodali približno 10 mL Et2O in postavili v hladilnik 
čez noč. Naslednji dan smo oborino odfiltrirali s presesavanjem (spojina 20, 21, 22, 23, 24). 
Po potrebi smo surovi produkt očistili še z gravitacijsko kolonsko kromatografijo (suhi 
nanos). 
Reakcijska shema pete sintezne stopnje ter  spojine 20, 21, 22, 23 in 24 so prikazane na 
reakcijski shemi 1 na strani 13. 
4.6. Pretvorba do amidoksimov 
 
V 10-mililitrski  bučki smo celotni količini spojin 20, 21, 22, 23, 24 dodali 5 mL absolutnega 
EtOH ter 2,5-kratno prebitno količino K2CO3 in 1,5-kratno prebitno količino NH2OH × HCl. 
Po enem dnevu segrevanja pri temperaturi vrenja smo reakcijsko zmes odfiltrirali s 
presesavanjem. Matičnico smo očistili z gravitacijsko kolonsko kromatografijo (suhi nanos) 
in dobili končne produkte 25, 26, 27, 28, 29.  
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Reakcijska shema šeste sintezne stopnje ter spojine 25, 26, 27, 28 in 29 so prikazane na 
reakcijski shemi 1 na strani 13. 
4.7. Spektroskopski podatki sintetiziranih spojin 
 
4.7.1. Derivati etil 1-piperazinkarboksilata  
V tretji stopnji sinteze smo uporabili etil 1-piperazinkarboksilat (5) ter tako pripravili spojine 
10, 15, 20 ter 25 (preglednica II).  
Preglednica II: Derivati etil 1-piperazinkarboksilata 




Spojina 20: Spojina 25: 
   
 
Spektroskopski podatki spojine 10 (etil 4-(2-(terc-butiloksokarbonil)-1-(4-
cianobenzil)hidrazin-1-karbonil)piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: 
C21H29N5O5; molekulska masa: 431,29 g/mol; videz spojine: rumeno oljnata spojina; 
izkoristek η: 56,2 %; retencijski faktor Rf: 0,31 (Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 
140–144 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1,18 (t, 3 H, J = 7.2 Hz, CH3), 1,36 (s, 9 
H, (CH3)3), 3,30 (m 8 H, CH2), 4,04 (q, 2 H, J = 7.2 Hz, CH2), 4,63 (m, 2 H, Ar–CH2), 7,50 
(d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 7,80 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 9,40 (s, 1 H, NH–CO) ppm; MS 
[(M–H)-]: teoretično: 430,2; izmerjeno: 430,4; IR (cm-1): 3272, 2982, 2229, 1671, 1425, 
1230, 1156, 1114, 1015, 767, 547. 
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Spektroskopski podatki spojine 15 (etil 4-(1-cianobenzil)hidrazin-1-karbonil)piperazin-1-
karboksilat): molekulska formula: C16H21N5O3; molekulska masa: 331,21 g/mol; videz 
spojine: trdna oljnata spojina; izkoristek η: 92,2 %; retencijski faktor Rf: 0,09 (Mf = EtOAc 
: Hex = 1 : 1); tališče spojine: 60,5–63,5 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 1,18 (t, 3 
H, J = 7,2 Hz, CH3), 3,38 (m, 8 H, (CH2), 4,05 (q, 2 H, J = 7.2 Hz, CH2), 4.43 (m, 2 H, Ar–
CH2), 4,49 (s, 2 H, NH2), 7,47 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H), 7,80 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H) 
ppm; MS [(M + H)+]: teoretično: 332,2, izmerjeno: 332,4; IR (cm-1): 3313, 3199, 2914, 2227, 
1687, 1615, 1461, 1423, 1249, 1225, 1149, 1120, 1060, 1018, 772, 617, 550.  
Spektroskopski podatki spojine 20 (etil 4-(2-(2-naftalen)-1-(4-cianobenzil)hidrazin-1-
karbonil)piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: C27H27N5O4; molekulska masa: 
485,27 g/mol; videz spojine: bela puhasta spojina; izkoristek η: 80,2 %; retencijski faktor Rf: 
0,24 (Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 61–64 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
= 1,20 (t, 3 H, J = 7.2 Hz, CH3), 3,47 (m, 8 H, CH2), 4,11 (t, 2 H, J = 7.2 Hz, CH2), 4,74 (s, 
2 H, Ar–CH2), 7,53 (m, 2 H, Ar–H), 7,62 (m, 3 H, NH, Ar–H), 7,70 (m, 4 H, Ar–H), 7,98 
(m, 2 H, Ar-H), 8,18 (s, 1 H, Ar-H) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 484,3, izmerjeno: 484,6; 
IR (cm-1): 3234, 2984, 2228, 1667, 1426, 1229, 1120, 1015, 826, 763, 547. 
Spektroskopski podatki spojine 25 (etil 4-(2-(2-naftalen)-1-(4-N-hidroksikarbamimidoil) 
benzil)hidrazin-1-karbonil)piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: C27H30N6O5; 
molekulska masa: 518,3 g/mol; videz spojine: brezbarvna oljnata spojina; izkoristek η: 17,8 
%; retencijski faktor Rf: 0,22 (Mf = EtOAc); tališče spojine: 88,7–93,2 °C; 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ = 1,24 (t, 3 H, J = 7.2 Hz, CH3), 3,46 (m, 8 H, J = 2,0 Hz, CH2), 4,10 (m, 3 
H, CH2, OH), 4,64 (s, 2 H, NH2), 4,83 (s, 2 H, Ar–CH2), 7,19 (m, 4 H, Ar–H), 7,41 (m, 1 H, 
Ar–H), 7,49 (m, 1 H, Ar-H), 7,60 (d, 1 H, J = 8,0 Hz, Ar-H), 7,70 (m, 3 H, Ar-H), 8,13 (s, 1 
H, Ar-H), 9,55 (s,1 H, NH-CO) ppm; 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 14,6, 43,4, 46,4, 
54,6, 61,7, 123,6, 125,9, 126,7, 127,7, 127,9, 128,2, 128,5, 128,9, 129,3, 129,3, 132,1, 132,3, 
135,0, 137,5, 152,1, 155,4, 162,6, 166,8; HR–MS [(M + H)+]: teoretično: 519,5643, 
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4.7.2. Derivati 2-oksopiperazina 
 
V tretji stopnji sinteze smo uporabili 2-oksopiperazin (6) in tako dobili spojine 11, 16, 21 ter 
26 (preglednica III).  
Preglednica III: Derivati 2-oksopiperazina 





Spojina 21: Spojina 26: 
     
 
Spektroskopski podatki spojine 11 (terc-butil 2-(4-cianobenzil)-2-(3-oksopiperazin-1-
karbonil)hidrazin-1-karboksilat): molekulska formula: C18H23N5O4; molekulska masa: 
373,23 g/mol; videz spojine: bel prah; izkoristek η: 40,5 %; retencijski faktor Rf: 0,84 (Mf = 
EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 155–157 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1,43 (s, 
9 H, (CH3)3), 3,42 (m, 2 H, CH2), 3,64 (m, 2 H, CH2), 4,07 (m, 2 H, CH2), 4,61 (m, 2 H, Ar–
CH2), 6,48 (s, 1 H, NH), 6,56 (m, 1 H, NH), 7,47 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 7,47 (d, 2 H, J 
= 8,0 Hz, Ar–H ) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 372,2, izmerjeno: 372,4, IR (cm-1): 3256, 
2996, 2226, 1667, 1451, 1294, 1255, 1157, 820, 755, 629, 550, 505.  
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Spektroskopski podatki spojine 16 (N-(4-cianobenzil)-3-oksopiperazin-1-karbohidrazin):  
molekulska formula: C13H15N5O2; molekulska masa: 273,15 g/mol; videz spojine: oljnata 
spojina; izkoristek η: 24,8 %; retencijski faktor Rf: 0,58 (Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče 
spojine: 132–137 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3,47 (m, 2H, CH2), 3,69 (t, 2 H, 
J = 5,2 Hz, CH2), 4,22 (s, 2 H, CH2), 4,57 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,16 (s, 1 H, NH), 7,45 (d, 2 H, 
J = 8,4 Hz, Ar–H), 7,67 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H), 8,67 (br s, 3H, NH3
+) ppm; MS [(M–H)-
]: teoretično: 272,2, izmerjeno: 272,1; IR (cm-1): 3319, 3199, 3069, 2913, 2232, 1664, 1616, 
1469, 1415, 1345, 1214, 1002, 964, 814, 768. 625, 555. 
Spektroskopski podatki spojine 21 (N-(2-naftoil)-N-(4-cianobenzil)-3-oksopiperazin-1-
karbohidrazin): molekulska formula: C24H21N5O3; molekulska masa: 427,46 g/mol; videz 
spojine: oranžasta spojina; izkoristek η: 27,8 %; retencijski faktor Rf: 0,20 (Mf = EtOAc); 
tališče spojine: 90,0–92,8 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3,31 (m, 2 H, CH2), 3,57 
(m, 2 H, CH2), 4,07 (s, 2 H, CH2), 4,75 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,70 (s, 1 H, NH), 7,52 (m, 6 H, 
Ar-H), 7,73 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H), 7,80 (d, 2 H, J = 7,6 Hz, Ar–H), 8,23 (s, 1 H, Ar-H), 
9,51 (s,1 H, NH) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 246,5, izmerjeno: 426,2; IR (cm-1): 3327, 
3205, 2999, 2926, 2870, 2230, 1641, 1599, 1439, 1428, 1241, 1214, 1172, 763, 726, 548, 
523. 
Spektroskopski podatki spojine 26 (4-((2-(2-naftoil)-1-(3-oksopiperazin-1-karbonil) 
hidrazinil)metil)-N-hidroksibenzimidamid): molekulska formula: C24H24N6O4; molekulska 
masa: 460,19 g/mol; videz spojine: bel prahec; izkoristek η: 43,6 %; retencijski faktor Rf: 
0,49 (Mf = EtOAc : MeOH = 2 : 1); tališče spojine: 145,0–148,7 °C; 1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6): δ = 3,31 (m, 2 H, CH2), 3,50 (m, 2 H, CH2), 3,86 (s, 2 H, CH2), 4,60 (m, 2 H, 
Ar–CH2), 5,76 (s, 2 H, NH2), 7,38 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 7,61 (m, 4 H, Ar-H), 7,85 (m, 
2 H, Ar–H), 7,99 (m, 3 H, Ar-H, NH), 8,39 (s, 1 H, Ar-H), 9,59 (s, 1 H, CO–NH), 10,88 (s, 
1 H, OH) ppm; 13C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ = 40,6, 42,9, 49,9, 54,1, 124,4 (2 ×C(Ar)), 
125,6, 127,4, 128,5, 128,7, 128,9 (2 ×C(Ar)), 129,4, 129,8, 132,4, 132,7, 134,9, 138,5, 151,1, 
160,7, 165,4, 167,0; HR-MS [(M + H)+]: teoretično: 461,1859; izmerjeno: 461,1924; IR (cm-
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4.7.3. Derivati 1-(2-klorofenil)piperazina 
 
V tretji stopnji sinteze smouporabili etil 1-(2-klorofenil)piperazin (7) ter tako dobili spojine 
12, 17, 22 ter 27 (preglednica IV).  
 
Preglednica IV: Derivati etil 1-piperazinkarboksilat estra 
Spojina 7: Spojina 12: Spojina 17: 
 
  
Spojina 22: Spojina 27: 
    
 
Spektroskopski podatki spojine 12 (terc butil 2-(4-(2-klorofenil)piperazin-1-karbonil)-2-(4-
cianobenzil)hidrazin-1-karboksilat): molekulska formula: C24H28N5O3Cl; molekulska masa: 
469,19 g/mol; videz spojine: oljnata spojina; izkoristek η: 26,0 %; retencijski faktor Rf: 0,64 
(Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 64–67 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 
1,43 (s, 9 H, (CH3)3),  3,03 (t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 3.61 (t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 4,57 (s, 
2 H, Ar–CH2), 6,32 (s, 1H, NH), 6,99 (m, 2 H, Ar–H), 7,21 (m, 1 H, Ar–H), 7,38 (m, 1 H, 
Ar–H), 7,49 (m, 2 H, Ar–H), 7,65 (d, 2 H, J = 7,6 Hz, Ar–H), ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 
468,2; izmerjeno: 468,5; IR (cm-1): 3261, 2979, 2229, 1720, 1639, 1479, 1228, 1152, 1019, 
748, 549.  
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Spektroskopski podatki spojine 17 (4-(2-klorofenil)-N-(4-cianobenzil)piperazin-1-
karbohidrazin): molekulska formula: C19H20N5OCl; molekulska masa: 369,14 g/mol; videz 
spojine: trdna oljnata spojina; izkoristek η: 94,1 %; retencijski faktor Rf: 0,28 (Mf = EtOAc 
: Hex = 1 : 1); tališče spojine: 72–75 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 2,62 (br s, 2 H, 
NH2),  3,05 (t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 3,64 (t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 4,50 (s, 2 H, Ar–CH2), 
7,00 (m, 2 H, Ar–H), 7,23 (m, 1 H, Ar–H), 7,37 (m, 1 H, Ar–H), 7,45 (d, 2 H, J = 5,2 Hz, 
Ar–H), 7,67 (d, 2 H, J = 7,6 Hz, Ar–H), ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 368,1, izmerjeno: 
368,2; IR (cm-1): 2824, 2223, 1665, 1610, 1478, 1404, 1219, 1004, 814, 764, 688, 548. 
Spektroskopski podatki spojine 22 (N-(2-naftoil)-4-(2-cianobenzil)piperazin-1-
karbohidrazin): molekulska formula: C30H26N5O2Cl; molska masa: 523,18 g/mol; videz 
spojine: oranžasta puhasta spojina; izkoristek η: 21,3 %; retencijski faktor Rf: 0,41 (Mf = 
EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 101–105 °C; 1H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ = 3,05 
(t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 3,70 (t, 4 H, J = 4,8 Hz, CH2), 4,76 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,98 (m, 2 
H, Ar–H), 7,20 (m, 1 H, Ar–H), 7,35 (m, 1 H, Ar–H), 7,55–7,66 (m, 6 H,  Ar–H), 7,72 (m, 
1 H, Ar-H), 7,87–7,95 (m, 4 H, Ar–H, NH ), 8,19 (s, 1 H, Ar–H) ppm; MS [(M–H)-]: 
teoretično: 522,2, izmerjeno: 522,1; IR (cm-1): 3202, 2908, 2230, 1664, 1641, 1278, 1432, 
1229, 1125, 1021, 825, 748, 759, 686, 622, 549. 
Spektroskopski podatki spojine 27 (4-((2-(2-naftalen)-1-(4-(2-klorofenil)piperazin-1-
karbonil)hidrazinil)metil)-N-hidroksibenzimidamid): molekulska formula: C30H29N6O3Cl; 
molekulska masa: 556,20 g/mol; videz spojine: bela spojina; izkoristek η: 20,5 %; retencijski 
faktor Rf: 0,14 (Mf = EtOAc : Hex = 2 : 1); tališče spojine: 91,7–98,9 °C; 
1H NMR (400 
MHz, CDCl3): δ = 3,10 (d, 4 H, J = 4,0 Hz, CH2), 3,73 (d, 4 H, J = 4,4 Hz, CH2), 4,68 (s, 2 
H, NH2), 4,80 (s, 2 H, Ar–CH2), 7,00 (d, 2 H, J = 7,2 Hz, Ar–H), 7,23 (m, 5 H, Ar–H, –OH), 
7,37 (m, 1 H, Ar-H), 7,48 (m, 2 H, Ar–H), 7,77 (m, 5 H, Ar-H), 8,17 (s, 1 H, Ar-H), 9,10 
(s,1 H, NH) ppm; 13C NMR (100 MHz, CDCl3): δ = 46,9 (2 × CH2), 51,1 (2 × CH2), 55,0, 
120,6, 123,8, 124,2, 125,9 (2 ×C(Ar)), 126,7, 127,6 (2 ×C(Ar)), 127,8, 128,3 (2 ×C(Ar)), 128,9, 
129,1, 129,5 (2 ×C(Ar)), 130,6 (2 ×C(Ar)), 132,0, 132,4, 134,9, 137,5, 148,7, 152,0, 162,7, 
166,9; HR-MS [(M+H)+]: teoretično: 557,1990, izmerjeno: 557,2051; IR (cm-1): 3200, 1634, 
1432, 1227, 912, 828, 725, 684, 604, 509.  
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4.7.4. Derivati 1-(benziloksikarbonil)piperazina 
 
V tretji stopnji sinteze smo uporabili 1-(benziloksokarbonil)piperazin (8) in tako dobili 
spojine 13, 18, 23 ter 28 (preglednica V).  
 
Preglednica V: Derivati benzil 1-piperazinkarboksilata 




Spojina 23: Spojina 28: 
  
 
Spektroskopski podatki spojine 13 (2-(terc butil karbonil)-1-(4-cianobenzil)hidrazin-1-
karbonil)piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: C26H31N5O5; molekulska masa: 
493,23 g/mol; videz spojine: brezbarvna oljnata tekočina; izkoristek η: 54,4 %; retencijski 
faktor Rf: 0,43 (Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 86–90 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ = 1,46 (s, 9 H, (CH3)3), 3,39 (m, 4 H, CH2), 3,50 (m, 4 H, CH2), 4,55 (s, 2 H, Ar–
CH2), 5,14 (s, 2 H, CH2), 6,24 (s, 1 H, NH), 7,36 (m, 5 H, Ar–H), 7,46 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, 
Ar–H), 7,63 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H ) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 492,2, izmerjeno: 
492,6; IR (cm-1): 3270, 2980, 2229, 1701, 1423, 1366, 1229, 1155, 1113, 1011, 750, 698, 
598, 547. 
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Spektroskopski podatki spojine 18 (benzil t-(1-(4-cianobenzil)hidrazin-1-
karbonil)piperazin-1-karbooksilat): molekulska formula: C21H23N5O3; molekulska masa: 
393,20 g/mol; videz spojine: oljnata spojina; izkoristek η: 97,6 %; retencijski faktor Rf: 0,25 
(Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 45,5–48,5 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 
2,99 (s, 2 H, NH2), 3,52 (m, 8 H, CH2), 4,52 (s, 2 H, Ar–CH2), 5,14 (s, 2 H, CH2), 7,32–7,40 
(m, 5 H, Ar–H), 7,43 (d, 2 H, J = 8,0 Hz, Ar–H), 7,65 (d, 2 H, J = 8,4 Hz, Ar–H) ppm; MS 
[(M+H)+]: teoretično: 394,2, izmerjeno: 393,2; IR (cm-1): 3322, 3169, 2990, 2228, 1651, 
1615, 1463, 1430, 1230, 1105, 1005, 820, 755, 697. 589, 545, 518. 
Spektroskopski podatki spojine 23 (benzil-4-(2-(2-naftoil)-1-(4-cianobenzil)hidrazin-1-
karbonil)piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: C32H29N5O4; molekulska masa: 
547,62 g/mol; videz spojine: bela puhasta spojina; izkoristek η: 10,7 %; retencijski faktor Rf: 
0,75 (Mf = EtOAc); tališče spojine: 63–65,8 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3,44 (m, 
8 H, CH2), 4,72 (s, 2 H, Ar–CH2), 5,07 (s, 2 H, CH2), 7,36–7,32 (m, 4 H, Ar-H), 7,52–7,58 
(m, 7H, Ar–H), 7,72 (m, 1 H, Ar–CH), 7,85 (m, 3 H, Ar-H), 8,21 (s, 1 H, Ar–H), 8,57 (s, 1 
H, NH) ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 546,6, izmerjeno: 546,1; IR (cm-1): 3279, 3033, 
2932, 2863, 2228, 1669, 1419, 1286, 1227, 1113, 1011, 826, 759, 738, 697, 548. 
Spektroskopski podatki spojine 28 (benzil-4-(2-(2-naftoil)-1-(4-(N-hidroksikarbamimidol) 
benzil) hidrazin-1-karbonil) piperazin-1-karboksilat): molekulska formula: C32H32N6O5, 
molekulska masa: 580,24 g/mol; videz spojine: bela spojina; izkoristek η: 22,9 %; retencijski 
faktor Rf: 0,43 (Mf = EtOAc); tališče spojine: 71,2–77,8 °C; 
1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ 
= 3,52 (m, 8 H, CH2), 4,70 (s, 2 H, Ar–CH2), 4,81(s, 2 H, CH2), 5,31(s, 2 H, NH2), 6,82 (s, 
1 H, OH), 7,33 (m, 7 H, Ar–H), 7,53 (m, 4 H, Ar-H), 7,68 (m, 1 H, Ar–H), 7,81 (m, 3 H, Ar-
H), 8,11 (s, 1 H, NH), 8,12 (m, 1 H, Ar–H) ppm; HR-MS [(M+H)+]: teoretično: 581,2434, 
izmerjeno: 581,2494; IR (cm-1): 3297, 3244, 2940, 2860, 1638, 1422, 1226, 1111, 1010, 917, 
828, 759, 696, 517. 
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4.7.5. Derivati 1-(2-piridinil)piperazina 
 
V tretji stopnji sinteze smo uporabili 1-(2-piridinil)piperazin (9) in pripravili spojine 14, 19, 
24 ter 29 (preglednica VI).  
 
Preglednica VI: Derivati etil 1-piperazinkarboksilat estra 
Spojina 9: Spojina 14: Spojina 19: 
     
 
 




Spojine 29 žal nismo 
uspeli izolirati  
(več o razlogih neuspele 





Spektroskopski podatki spojine 14 (terc butil 2-(4-cianobenzil)-2-(4-(piridin-2-il)piperazin-
1-karbonil)hidrazin-1-karboksilat): molekulska formula: C23H28N6O3, molekulska masa: 
436,52 g/mol; videz spojine: brezbarvna oljnata tekočina; izkoristek η: 33,1 %; retencijski 
faktor Rf: 0,43 (Mf = EtOAc : Hex = 1 : 1); tališče spojine: 77,5–80 °C; 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3): δ = 1,43 (s, 9 H, (CH3)3), 3,56 (m, 8 H, CH2), 4,58 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,30 (s, 1 H, 
NH), 6,66 (m, 2 H, Ar–H), 7,50 (m, 3 H, Ar–H), 7,64 (m, 2 H, Ar–H), 8,19 (m, 1 H, Ar–H) 
ppm; MS [(M–H)-]: teoretično: 436,2, izmerjeno: 436,5; IR (cm-1): 3304, 2980, 2836, 2228, 
1725, 1645, 1592, 1502, 1477, 1423, 1359, 1280, 1238, 1156, 1018, 818, 775, 735, 548, 514. 
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Spektroskopski podatki spojine 19 (N-(4-cianobenzil)-4-(piridin-2-il)piperazin-1-
karbohidrazid): molekulska formula: C18H20N6O; molekulska masa: 336,40 g/mol; videz 
spojine: oljnata spojina; izkoristek η: 85,0 %; retencijski faktor Rf: 0,25 (Mf = EtOAc : Hex 
= 1 : 1); tališče spojine: 90,7–94,0 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 1,42 (s, 2 H, –NH2), 
3,70 (d, 2 H, J = 4,8 Hz, CH2), 3,80 (m, 6 H, CH2), 4,61 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,68 (m, 1 H, Ar–
H), 6,95 (m, 1 H, Ar–H), 7,46 (m, 2 H, Ar–H), 7,49 (s, 1 H, Ar–H), 7,66 (m, 1 H, Ar–H), 
7,91(m, 1 H, Ar–H), 8,14 (m, 1 H, Ar–H) ppm; MS [(M+H)+]: teoretično: 337,4, izmerjeno: 
337,3; IR (cm-1): 3320, 3210, 2994, 2898, 2854, 2227, 1634, 1593, 1478, 1433, 1233, 1166, 
979, 769, 730, 617, 549, 519. 
Spektroskopski podatki spojine 24 (N-(2-naftoil)-N-(4-cianobenzil)-4-(piridin-2-
il)piperazin-1-karbohidrazin): molekulska formula: C29H26N6O2; molekulska masa: 490,12 
g/mol; videz spojine: oljnata spojina; izkoristek η: 20,8 %; retencijski faktor Rf: 0,35 (Mf = 
EtOAc); tališče spojine: 41,2–47,0 °C; 1H NMR (400 MHz, CDCl3): δ = 3,60 (m, 8 H, CH2), 
4,77 (s, 2 H, Ar–CH2), 6,62 (s, 1 H, NH), 7,48 (m, 1 H, Ar–H), 7,56 (m, 6 H, Ar-H, Ar–H), 
7,69 (m, 1 H, Ar–H), 7,88 (m, 4 H, Ar-H), 7,96 (m, 1 H, Ar-H), 8,16 (m, 2 H, Ar–H) ppm, 
MS [(M–H)-]: teoretično: 489,1, izmerjeno: 489,1; IR (cm-1): 3254, 3056, 2986, 2927, 2855, 
2228, 1656, 1593, 1478, 1431, 1236, 1017, 979, 770, 549. 
 
  
Magistrska naloga  Nina Porovne Černe 
30 
 
5. REZULTATI in RAZPRAVA 
 
Sinteza naših končnih spojin je potekala, razen zadnje sintezne stopnje, brez večjih težav in 
z zadovoljivimi izkoristki. Uspešno smo sintetizirali štiri načrtovane končne spojine, katerih 
istovetnost smo potrdili z različnimi spektroskopskimi tehnikami (1H NMR, 13C NMR, HR-
MS ter IR-spektroskopijo). Izolirane končne spojine smo poslali na nadaljnje testiranje 
njihove aktivnosti na Katedro za klinično biokemijo, Fakultete za farmacijo Univerze v 
Ljubljani. 
5.1. Sintezne stopnje  
5.1.1. Prva sintezna stopnja 
V prvi sintezni stopnji smo na 4-formilbenzonitril pripeli hidrazin s terc-butilno zaščitno 
skupino. Zanjo smo se odločili, ker je obstojna pri katalitskem hidrogeniranjem (druga 
sintezna stopnja), enostavno pa jo odstranimo v kislem. Drugi razlog je relativno nizka cena 
reagentov. Sinteza poteka pri temperaturi vrenja EtOH (78 °C (19)). Z uporabo brezvodnega 
EtOH kot topila zagotovimo premik ravnotežja v smer nastajanja produktov. Kot stranski 
produkt nastaja voda, tako da bi vsaka predhodna prisotnost vode premaknila ravnotežje v 
smer reaktantov, upočasnila sam potek reakcije ter zmanjšala njen izkoristek. Ob dodatku 
prečiščene vode pa se produkt zaradi slabše vodotopnosti od reagentov v zadostni meri obori, 
tako da ni potrebno nadaljnje čiščenje. Reakcija poteče z zelo visokim izkoristkom. 
 Po mehanizmu, prikazanem na reakcijski shemi 3, vidimo, da zaščitno skupino pripnemo z 
reakcijo nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo. 
 
 
Reakcijska shema 3: Prva reakcijska stopnja poteče po mehanizmu adicije s sledečo eliminacijo 
 
Za samo spremljanje reakcije smo uporabili dva orositvena reagenta, in sicer ninhidrin ter 
2,4-dinitrofenilhidrazin. Ninhidrin, ki se uporablja za detekcijo primarnih in sekundarnih 
aminov, je produkt prve stopnje obarval značilno vijolično ali rumeno. V naši sintezi smo 
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ninhidrin (reakcijska shema 4) uporabljali kot primarni in večinoma edini orositveni reagent 




Reakcijska shema 4: Prikaz reakcije amina z ninhidrinom do nastanka kompleksa, ki daje značilno 
obarvanje (prirejeno po viru (20)) 
 
2,4-dinitrofenilhidrazin se kot orositveni reagent uporablja za dokazovanje prisotnosti 
aldehidne skupine. Po polarni adiciji s sledečo eliminacijo nastane 2,4-dinitrofenilhidrazon, 
ki da značilno rumeno obarvanje (reakcijska shema 5). 
 
 
Reakcijska shema 5: Mehanizem nastanka 2,4-dinitrofenilhidrazona (prirejeno po viru (21)) 
 
 
5.1.2. Druga sintezne stopnje 
V drugi sintezni stopnji smo s katalitičnim hidrogeniranjem (kot katalizator smo uporabili 
paladij na ogljiku) dvojno vez med ogljikom in dušikom reducirali do enojne. Pred 
uvajanjem vodika smo v bučki s pomočjo argona odstranili kisik. Reakcija hidrogeniranja je 
potekala med konstantnim mešanjem, ki zagotavlja konstantno dovajanje vodika do 
katalizatorja. Potreben je bil konstanten nadzor reakcije, ki je potekla z zelo visokim, skoraj 
100-odstotnim izkoristkom. Mehanizem reakcije je predstavljen  na reakcijski shemi 6. 




Reakcijska shema 6: Mehanizem druge reakcijske stopnje – hidrogeniranje v prisotnosti 
katalizatorja 
Po drugi stopnji sinteze smo dobili terc-butil 2[(4-cianofenil)metiliden]-1-hidrazin 
karboksilat, ki se je uporabljal  kot osnovna spojina za vse nadaljnje reakcije: pripenjanje 
piperazinskih derivatov in nadaljnjo sintezo želenih derivatov. 
 
5.1.3. Tretja sintezna stopnja 
V tretji sintezni stopnji smo na izhodno spojino s pomočjo trifosgena pripeli želeni 
piperazinski derivat (sekundarni amin). Trifosgen smo predhodno raztopili v CH2Cl2 in mu 
po kapljicah dodajali raztopino izhodne spojine v diklorometanu, z DIEA pa smo poskrbeli 
za bazične pogoje kljub sproščanju HCl.  
Po približno 30 minutah smo dodali 1,5-kratno prebitno količino izbranega piperazinskega 
derivata, znova zaradi nastajanja HCl. 
Po eni uri mešanja smo izolirali produkt s pomočjo ekstrakcij. Ekstrakcijo smo vedno izvedli 
z raztopine baze (NaHCO3) in vodo (H2O). Če je bil želeni vmesni produkt nevtralen, smo 
izvedli ekstrakcijo tudi s kislino (10-odstotno citronsko kislino). Po odparevanju topila pod 
visokim tlakom smo produkt še dodatno očistili s postopkom prekristalizacije iz Et2O. Tako 
očiščen produkt je bil pripravljen, da ga uporabimo v naslednji stopnji naše sinteze. 
Mehanizem reakcije je prestavljen na reakcijski shemi 7. 
Izkoristki te stopnje sinteze so variirali glede na uporabljeni piperazinski derivat, vendar so 












Reakcijska shema 7: Mehanizem tretje reakcijske stopnje – aktivacija osnovne spojine s pomočjo 
trifosgena in sledeča nukleofilna substitucija. Reakcija lahko poteče tudi preko tvorbe izocianata. 
(prirejeno po viru (22, 23)) 
 
Komentar posebnosti sinteze posameznih derivatov sledi v nadaljevanju. 
 
5.1.4. Četrta sintezna stopnja 
V četrti stopnji smo čistemu produktu tretje stopnje odstranili BOC-zaščito z acidolizo (s 
CF3COOH). Produkt tretje stopnje smo raztopili v CH2Cl2 in bučko opremili s klor-kalcijevo 
cevko, s čimer  smo zagotovili brezvodne pogoje reakcije. Med konstantnim mešanjem smo 
v reakcijsko zmes previdno dodali CF3COOH. Ob dodatku kisline je prišlo do takojšnjega 
izhajanja CO2. 
Ob dodatku kisline pride do protonacije terc-butil karbamata in nastanka karbaminske 
kisline. V naslednjem koraku pride do dekarboksilacija kisline in do nastanka prostega 
amina. Zaradi kislih pogojev je nastali amin v obliki soli trifluoroacetata (22). 
Produkt smo znova očistili s pomočjo ekstrakcij z močnejšo bazo (1 M NaOH). Pri 
ekstrakciji smo morali bili pozorni, da je nastala vodna faza bazična, ter tako odstranili 
morebitno nezreagirano kislino. Če bi bila vodna raztopina zaradi trifluorocetne kisline kisla, 
bi v vodno fazo prehajal tudi bazični produkt reakcije. Mehanizem reakcije je predstavljen 
na reakcijski shemi 8. Izkoristki te stopnje sinteze so variirali glede na uporabljeni 
piperazinski derivat. Z izjemo 2-oksopiperazinskega derivata so bili vedno okoli 90 %. 
 
Reakcijska shema 8: Mehanizem četrte reakcijske stopnje – acidoliza (prirejeno po viru (22)) 
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Komentar posebnosti sinteze posameznih derivatov sledi v nadaljevanju. 
 
5.1.5. Peta sintezna stopnja 
V peti sintezni stopnji smo produkt četrte stopnje raztopili v CH2Cl2 in za ohranjanje 
bazičnih pogojev dodali DIEA. Med konstantnim mešanjem smo v reakcijsko zmes dodali 
prebitek 2-naftoilklorida in  s tem poskrbeli za boljši izkoristek reakcije (premik ravnotežja 
v smer nastajanja produktov). Po enem do treh dneh konstantnega mešanja smo mešanje 
prekinili  in  pričeli z izolacijo. Potekla je nukleofilna substitucija, kjer smo kot nukleofil 
uporabili primarni amin. Mehanizem reakcije je prikazan na reakcijski shemi 9. 
Produkt smo vedno izolirali s pomočjo ekstrakcij z vodno raztopino NaHCO3 in vodo (H2O). 
Če je bil nastali produkt nevtralen, smo izvedli ekstrakcijo tudi s kislino (10-odstotno 
citronsko kislino). Po odparevanju topila pod visokim tlakom smo produkt še dodatno očistili 
s postopkom prekristalizacije z Et2O. Pri dveh derivatih (etil 1-piperazinkarboksilatnem in 
1-(2-klorofenil)piperazinskem) je tako očiščen produkt zadostoval za uporabo v naslednji 
stopnji. Pri vseh ostalih pa smo surovi produkt očistili z gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo, pri kateri smo naš produkt vedno nanesli v obliki suhega nanosa. 
Izkoristki te stopnje sinteze so variirali glede na uporabljen piperazinski derivat in dodatno 
čiščenje z gravitacijsko kolonsko kromatografijo, vendar so bili primerljivi med seboj. 
 
Reakcijska shema 9: Mehanizem pete reakcijske stopnje – poteče nukleofilna substitucija (prirejeno 
po viru (24)) 
 
Komentar posebnosti sinteze posameznih derivatov sledi v nadaljevanju. 
 
 
5.1.6. Šesta sintezna stopnja 
Cilj šeste in tudi zadnje stopnje naše sinteze je bil pretvorba ciano skupine do amidoksima. 
Klasična sinteza z uporabo hidroksilamina je povzročala težave. Po kar nekaj neuspelih 
poskusih, ki so opisani v nadaljevanju, smo le prišli do ustreznega sinteznega postopka, ki 
je privedel do končnih produktov (25). 
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Produkt pete stopnje smo raztopili v zadostni količini absolutnega EtOH. Dodali smo 2,5-
kratno prebitno količino K2CO3 in 1,5-kratno prebitno količino NH2OH × HCl. K2CO3 in 
NH2OH × HCl v alkoholnem mediju med konstantnim mešanjem ter segrevanjem in situ 
tvorita hidroksilamin, ki nato pretvori ciano skupino do amidoksima (26). Mehanizem 
reakcije je predstavljen na reakcijski shemi 10. Za uspešen potek reakcije smo poskrbeli z 
ustreznimi pogoji: alkoholni medij, prebitek reagentov, mešanje in segrevanje (26). 
Ko smo s pomočjo TLC ugotovili, da je naša reakcija potekla, smo oborino netopnih soli, 
stranskih produktov in karbonata odfiltrirali s presesavanjem. Tako dobljeno matičnico smo 
očistili z gravitacijsko kolonsko kromatografijo, pri kateri smo vzorček vedno nanesli v 
obliki suhega nanosa. Uspešno smo izolirali štiri končne produkte. 
Oborino, ki smo jo dobili po odfiltraciji s presesavanjem, smo analizirali ter ugotovili, da 
smo ciano skupino uspešno pretvorili do amidoksina, vendar smo pri tem odstranili pripeti 
piperazinski derivat. Tako smo dobili spojino 30, ki je prikazana v sliki 9. 
Izkoristki te stopnje sinteze so variirali glede na uporabljen piperazinski derivat. Bili so nižji, 
kot jih navaja literatura pri uporabi K2CO3 in NH2OH × HCl kot reagentov pri nastanku 
amidoksimov (24), vendar kljub temu zadovoljivi ter dovolj visoki, da smo izolirali potrebno 




Reakcijska shema 10: Mehanizem šeste reakcijske stopnje – sinteza hidroksilamina, ki kasneje 
sodeluje pri pretvorbi ciano skupine do amidoksima (prirejeno po viru (25)) 
 
 
Slika 9: Strukturna formula spojine 30.   




Komentar posebnosti sinteze posameznih derivatov sledi v nadaljevanju. 
 
5.2. Piperazinskih derivatov 
15.2.1. Derivati etil 1-piperazinkarboksilata  
Najprej smo se lotili priprave derivatov etil 1-piperazinkarboksilata. Vse sintezne stopnje so 
potekale brez kakršnih koli večjih posebnosti. Nevtralne derivate smo dobili tako, da smo 
pri vseh ekstrakcijah (tretja in peta sintezna stopnja) uporabili tudi kislino (10-odstotna 
citronska kislina). 
V zadnji sintezni stopnji smo za končno čiščenje spojine izvedli gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo najprej uporabili zmes EtOAc in Hex v razmerju 1 : 
1, nato smo povečali polarnost topila z zmesjo EtOAc in Hex v razmerju 2 : 1, za zbiranje 
zadnje lise pa smo kot mobilno fazo uporabili čisti EtOAc. Tako smo uspešno sintetizirali in 
očistili končni produkt. 
Izkoristki posameznih stopenj so bili višji oziroma primerljivi z izkoristki drugih derivatov. 
Z derivatoma 1-(benziloksikarbonil)piperazina, ki se razlikujeta le v dodatnem benzilnem 
obroču, smo dobili zelo primerljive izkoristke posameznih stopenj.  
 
5.2.2. Derivati 2-oksopiperazina 
Tudi sinteza derivatov 2-oksopiperazina je potekala brez večjih posebnosti. Produkti večine 
sinteznih stopenj so nevtralni, zato smo jih očistili tako, da smo pri vseh ekstrakcijah (tretja 
in peta sintezna stopnja) uporabili tudi kislino (10-odstotna citronska kislina). 
V peti in šesti sintezni stopnji smo za čiščenje spojin izvedli gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo v peti stopnji uporabili čisti EtOAc, medtem ko smo 
za zbiranje zadnje lise kolono sprali z MeOH. V gravitacijski kolonski kromatografiji zadnje 
stopnje smo kot mobilno fazo uporabili EtOAc, nato pa smo za zbiranje zadnje lise kot 
mobilno fazo uporabili zmes EtOAc in MeOH v razmerju 2 : 1.  
Opazili smo tudi, da končni produkt derivata 2-oksopiperazina ni topen v CDCl3, tako da 
smo bili primorani za snemanje 1H ter 13C NMR-spektrov kot topilo uporabiti DMSO-d6. 
 




5.2.3. Derivati 1-(2-klorofenil)piperazina 
Sinteza derivatov 1-(2-klorofenil)piperazina je potekale brez posebnosti. Ker v strukturi ni 
dodatnega bazičnega centra smo pri vseh ekstrakcijah (tretja in peta sintezna stopnja) 
uporabili tudi kislino (10-odstotna citronska kislina). 
V zadnji sintezni stopnji smo za čiščenje spojine izvedli gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo najprej uporabili zmes EtOAc in Hex v razmerju 1 : 
1, nato smo povečali polarnost topila z zmesjo EtOAc in Hex v razmerju 2 : 1, za zbiranje 
zadnje lise pa smo kot mobilno fazo uporabili čisti EtOAc. Tako smo uspešno sintetizirali in 
očistili končni produkt. 
 
5.2.4. Derivati 1-(benziloksikarbonil)piperazina  
Tudi sinteza  derivatov 1-(benziloksikarbonil)piperazina je potekala brez večjih posebnosti. 
Ker nismo imeli bazičnega centra, smo pri vseh ekstrakcijah (tretja in peta sintezna stopnja) 
uporabili tudi kislino (10-odstotna citronska kislina). 
V peti in šesti sintezni stopnji smo za čiščenje spojin izvedli gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo. Kot mobilno fazo smo v peti stopnji uporabili zmes EtOAc in Hex v 
razmerju 1 : 2, nato smo povečali polarnost topila z zmesjo EtOAc in Hex v razmerju 1 : 1, 
za zbiranje zadnje lise pa smo kot mobilno fazo uporabili čisti EtOAc. V gravitacijski 
kolonski kromatografiji zadnje stopnje smo kot mobilno fazo uporabili zmes EtOAc in Hex 
v razmerju 2 : 1, nato pa smo za zbiranje zadnje lise kot mobilno fazo uporabili čisti EtOAc. 
Tako smo uspešno sintetizirali in očistili vmesni in končni produkt. 
 Izkoristki posameznih stopenj so bili višji oziroma primerljivi z izkoristki drugih derivatov. 
Z derivatoma etil 1-piperazinkarboksilata, ki se razlikujeta le v pomanjkanju enega 
benzilnega obroča slednjega, smo dobili zelo primerljive izkoristke posameznih stopenj. 
Tudi same barve, oblike in konsistence vmesnih produktov so primerljive. Razlikujejo se le 
barva, oblika in konsistenca končnih produktov obeh derivatov. Zanimivo je tudi dejstvo, da 
le produkta pete stopnje 1-(benziloksikarbonil)piperazina in etil 1-piperazinkarboksilata 
nista potrebovala dodatnega čiščenja z gravitacijsko kolonsko kromatografijo za pričetek 
šeste in zadnje stopnje sinteznega postopka. 
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5.2.5. Derivati 1-(2-piridil)piperazina 
Sinteza derivatov 1-(2-piridil)piperazina je potekala brez posebnosti, a z manjšo napako, ki 
na koncu ni omogočila sinteze končnega derivata. Dobili smo derivate z bazičnim centrom, 
tako pri ekstrakcijah (tretja in peta sintezna stopnja) nismo uporabili kisline (10-odstotna 
citronska kislina). 
Po končani tretji sintezni stopnji smo nastali produkt poskusili očistiti s preobarjanjem iz 
Et2O. Po neuspelem poskusu čiščenja smo po pomoti celotno zmes združili s spojino 23. 
Nastalo zmes smo poskusili očistiti z ekstrakcijami, ker je bila kolonska kromatografija 
zaradi številnih lis neprimerna. V zmes smo najprej dodali 100 mL CH2Cl2 ter ekstrahirali s 
cca 50 mL 1M HCl. Predvidevali smo, da bo spojina 23 ostala v organski fazi, med tem ko 
bi spojina 14 prešla v vodno fazo skupaj z ostalimi nečistočami. S slednjo smo izvedli 
reekstrakcijo in s cca 50 mL 2M NaOH poskrbeli, da je spojina 14 prešla v organsko fazo. 
Obe organski fazi smo ekstrahirali še z NaCl, prelili z Et2O in postavili v hladilnik čez noč. 
Spojine 23 nam sodeč po narejenem TLC in NMR žal ni uspelo očistiti (velika verjetnost, 
da smo odstranili BOC zaščito) tako da smo se sinteze lotili od začetka (tretje sintezne 
stopnje). Sodeč po narejenem TLC in NMR smo predvidevali, da smo spojino 14 uspešno 
rešili in zadostno očistili, zato smo nadaljevali s sinteznimi stopnjami. Ko smo iz spojine 24 
želeli sintetizirati spojino 29, nam to žal ni uspelo. Ugotovili smo, da je bila vseskozi v zmesi 
nečistoča z enakim Rf ter zelo podobnim NMR-spektrom, ki pa ni omogočala uspešne 
izvedbe zadnje sintezne stopnje in s tem sinteze končnega derivata. Grafični prikaz poskusa 
reševanja spojine 14 in 23 je prikazan na reakcijski shemi 11. 
 




Reakcijska shema 11: Prikaz poskusa reševanja spojin 14 in 23 
 
V peti sintezni stopnji smo za čiščenje spojine izvedli gravitacijsko kolonsko kromatografijo. 
Kot mobilno fazo smo uporabili zmes EtOAc in Hex v razmerju 1 : 1, nato smo povečali 
polarnost topila z zmesjo EtOAc in Hex v razmerju 2 : 1. Očistili smo produkt, a že tu smo 
posumili, da v zmesi obstaja spojina z zelo podobnim Rf, ki je z gravitacijsko kolonsko 
kromatografijo nismo uspešno ločili od spojine 24, kar se je kasneje žal izkazalo za resnično. 
 
5.3. Neuspeli poskusi  
 
5.3.1. Pretvorba ciano skupine do amidoksimov (6. stopnja) 
Osnovni predpis je predvideval pretvorbo ciano skupino do amidoksima s pomočjo 
hidroksilamina v brezvodnih alkoholnih pogojih. Mehanizem same reakcije je predstavljen 
na reakcijski shemi 10.  
Ko smo zadnjo reakcijsko stopnjo izvedli po predpisani shemi, reakcija ni potekla. Ciano 
skupine nismo uspeli pretvoriti do amidoksima, kar smo najprej potrdili z IR in kasneje še 
NMR-spektroskopijo. 
Posumili smo, da je nekaj narobe s pripravljenim hidroksilaminom, zato smo poskusili 
izvesti pretvorbo ciano skupine do amidoksima na enostavnejših spojinah (spojini z manj 
razvejeno stransko verigo oziroma spojino brez piperazinskih derivatov). Reakcija je 
uspešno potekla. Zaključili smo, da s pripravljenim hidroksilaminom ni nič narobe in 
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neuspešnost samih reakcij pripisali uporabljenim reagentom, predvsem visoki stopnji 
njihove čistosti. Ugotovili smo, da z uporabo hidroksilamina ne bomo uspeli uspešno izvesti 
zadnje reakcijske stopnje ter pričeli iskati alternativno pot. 
 Uporabili smo prebitno količino K2CO3 in sol hidroksilamina (NH2OH × HCl) v absolutnem 
EtOH. Med konstantnim segrevanjem smo v zmesi in situ tvorili hidroksilamin, ki je nato 
reagiral z našim vmesnim produktom pete stopnje ter poskrbel za pretvorbo ciano skupine 
do amidoksina (26).  
 
5.4. Biokemijski testi  
5.4.1. Potek biokemijskih testiranj 
Končne in vmesne spojine smo poslali na nadaljnja biološka vrednotenja, ki so potekala na 
Katedri za biokemijo Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. Spojine smo testirali na 
treh serinskih proteazah, in sicer na človeški nevtrofilni elastazi (HNE), proteinazi 3 (PR3) 
ter katepsinu G (CatG).  
Človeška nevtrofilna elastaza (HNE – human neutrophil elastase) je serinska proteaza, njeno 
povečano aktivnost povezujemo z mnogimi bolezni, kot so artritis, emfizem, simptom 
respiratorne stiske ter druga stanja. HNE postaja pomembna tarča novih zdravilnih 
učinkovin (27).  
Proteinaza 3 (PR3 – proteinase 3) je serinska proteaza, ki igra pomembno vlogo v patogenezi 
vaskularnih bolezni. Povzroča obsežno aktivacijo nevtrofilcev ter poškodbo žilnih sten. PR3 
pa tudi vpliva in spodbuja delovanje drugih proteaz v človeškem telesu (28). 
Katepsin G (CatG – cathepsin G) velja za eno večjih serinskih proteaz. Pomembno vlogo 
ima pri poškodbi tkiva ter njegovemu kasnejšemu obnavljanju (29). 
Spojine, predhodno raztopljene v DMSO-ju, smo testirali v dveh koncentracijah, in sicer pri 
10,0 μmol/L ter 25,0 μmol/L. Encime in substrat smo predhodno raztopili v ustreznem pufru. 
Ustrezno količino izbranega encima in testirane spojine smo inkubirali 30 minut pri ustrezni 
temperaturi. Nato smo dodali substrat ter merili absorbanco/fluorescenco substrat eno uro. 
Merili smo tudi absoranco/fluorescenco slepe (substrat in spojina raztopljena v pufru, brez 
dodanega encima) ter kontrolne (encim in substrat raztopljena v pufru, brez dodane spojine) 
spojine. Izrisala se nam je krivulja absorbance/fluorescence v odvisnosti od časa. Od 
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posameznih vrednosti smo odšteli vrednost slepe spojine. Iz naklona linearnega dela krivulje 
(krivulja v prvih 5-15 min) smo izračunali začetne hitrosti presnove, kar označuje aktivnosti 
encima. Vrednost relativnega zaviranje encima pa smo izračunali tako, da smo od vrednosti 
naklona linearnega dela krivulje kontrolne spojine odšteli vrednost naklona linearnega dela 
krivulje testirane spojine. Razliko smo delili z vrednostjo naklona linearnega dela krivulje 
kontrolne spojine ter rezultat pomnožili s 100 in tako neposredno dobili vrednost relativnega 
zaviranja encima v odstotku. Vse meritve so bile izvedene najmanj dvakrat. Pri določenih 
spojinah  smo pri povečanju koncentracije opazili problem vodotopnosti.  
5.4.2. Rezultati biokemijskih testiranj 
V preglednici VII so predstavljeni le prvi osnovni rezultati testiranj pri nižji koncentraciji. 
Zaradi težav z vodotopnostjo pri določenih biokemijskih testiranjih pri višji koncentraciji 
spojin, le teh v preglednici VII ni vključenih. Vrednosti v preglednici VII so vrednosti 
relativnega zaviranja encima testirane spojine na izbran encim. Z modro barvo so označene 
spojine, ki so pokazale primeren odstotek zaviranja testiranih serinskih proteaz. 
 
Preglednica VII: Rezultati biokemijskih testiranj 
 
 
Opažamo, da je 7 testiranih spojin pokazalo primeren odstotek zaviranja testiranih serinskih 
proteaz. Večina spojin, ki je pokazalo aktivnost, napram drugim testiranim spojinam, je bilo 
končnih (spojini 27, 28). Vse spojine na peti stopnji sinteze (spojine 20, 22, 23 ter 24), razen 
2-oksopiperazinskega derivata, so pokazale določeno biološko aktivnost.  Večina spojin je 
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zavirala serinski proteazi HNE ter CatG, tako v manjši kot tudi v večji koncentraciji. Le 
spojina 27 pa je uspešno zavirala tako HNE, CatG ter PR3 kar kaže na njeno potencialno 
neselektivno delovanje 
Kot najbolj uspešni derivati so se izkazali derivati 1-(2-klorofenil)piperazina ter derivati  
1-(benziloksikarbonil)piperazina, medtem ko se derivati 2-oksopiperazina v nobeni od 
koncentracij niso izkazali za uspešne , pri zaviranju testiranih serinskih proteaz.  
Prvi rezultati bioloških testiranj so obetavni in dopuščajo možnost nadaljnjega, še bolj 
podrobnega, raziskovanja analogov spojin, ki smo jih pripravili v sklopu magistrske naloge. 
Tako bodo spojine v nadaljnjih raziskavah podvržene bolj intenzivnim biološkim 
testiranjem. Najprej na različnih vrstah serinskih proteaz, med drugimi tudi na kimotripsinu, 
tripsinu ter elastazi. Spojine bodo ovrednotene tudi kot potencialni zaviralci proteasoma. Na 
podlagi rezultatov teh analiz bo sledilo preverjanje na celičnih modelih levkemij in drugih 
novotvorb. 
  





Namen magistrske naloge je bil sintetizirati piperazin-1-karbohidrazidne zaviralce serinskih 
proteaz. Ti bi delovali na sam pričetek in potek apoptoze ter tako povzročili uničenje 
malignih celic. 
Pri načrtovanju sinteze končnih derivatov smo s pomočjo literature ugotovili, da za želeno 
delovanje potrebujemo velik hidrofobni obroč (naftalenski obroč), benzilno in 
amidoksimsko skupino. V sklopu magistrske naloge smo na mesto R, označeno na sliki 8, 
vezali  različne piperazinske derivate. 
Sintezna pot je vsebovala šest sinteznih stopenj. Prva in druga stopnja sta bili  za vse derivate 
enaki in sta potekli s skoraj 100-odstotnim  izkoristkom. V tretji sintezni stopnji smo na 
spojino 4 (terc-butil 2[(4-cianofenil)metilden]-1-hidrazin karboksilat ) vezali različne 
piperazinske derivate. Tudi tretja, četrta in peta sintezna stopnja so potekale z zadovoljivimi 
izkoristki ter brez večjih težav. Po potrebi smo spojine, pridobljene po peti sintezni stopnji, 
tudi očistili z gravitacijsko kolonsko kromatografijo (suhi nanos) 
V zadnji, šesti, sintezni stopnji pa smo naleteli na težavo. Reakcija pretvorbe ciano skupine 
v amidoksim s pomočjo hidroksilamina v brezvodnem etanolu ni potekla. Med prebiranjem 
literature in iskanjem alternativne sintezne poti smo s pomočjo prebitne količine K2CO3 in 
soli hidroksilamina (NH2OH × HCl) v absolutnem etanolu ter med konstantnim mešanjem 
in situ tvorili hidroksilamin ter tako uspešno sintetizirali želene spojine. Tako sintetizirane 
končne spojine smo očistili s gravitacijsko kolonsko kromatografijo (suhi nanos). Izkoristki 
šeste sintezne stopnje so bili manjši, kot jih navaja literatura, a kljub temu dovolj veliki, da 
so zagotavljali nadaljnja biokemijska vrednotenja.  
Uspešno smo sintetizirali štiri od načrtovanih petih končnih spojin.  
Vse vmesne in končne spojine smo po končani sintezi poslali na nadaljnja biokemijska 
vrednotenja. Spojine so pokazale obetavno zaviranje serinskih proteaz HNE (človeška 
nevtrofilna elastaza) in CatG (katepsin G) tako v manjši kot tudi v večji testirani 
koncentraciji. Serinsko proteazo PR3 (proteinaza 3) pa je zavirala le spojina 27. Spojina 27, 
ki je zavirala tudi HNE in CatG, se je izkazala za potencialni neselektivni zaviralec serinskih 
proteaz. Spojine bodo v nadaljevanju podvržene bolj intenzivnim biološkim testiranjem na 
različnih vrstah serinskih proteaz. Spojine bodo ovrednotili tudi kot zaviralce proteasoma. 
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